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Resumen: En la actualidad la obtencién de compuestos de valor agregado de una forma mas sustentable es de suma importancia. Una alternativa
es el cultivo de microalgas en medios de cultivo organicos a base de residuos. Estos contienen macro y micronutrientes Utiles para las microalgas,
ademads de fitohormonas. Las fitohormonas tienen efecto positivo en plantasy, en las microalgas, al tener un metabolismo similar, pueden resultar
benéficas. En este sentido, conocer qué fitohormonas impactan en el crecimiento y produccién de compuestos de interés es necesario. En este
trabajo se evalué el efecto de la adicion exdgena de 5 mg/L de 5 fitohormonas: 4cido indol acético (IAA), acido giberélico (GA), acido abscisico
(ABA), 4cido salicilico (AAS) y kinetina (KN) en medio bold basal modificado (BBM), comparando su efecto individual con el medio BBM sin adicion
de fitohormonas. La adicién de ABA y KN tuvieron efecto significativo (Fisher LSD, p < 0.05) n=2. Se incrementd la produccién de biomasa, clorofila
a, b, pigmentos totales y proteinas, alrededor del 34% la produccidn de pigmentos totales y del 16.22% la produccién de proteinas.
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Effect of plant phytohormones on biomass, pigments, and protein production by
Scenedesmus obliquus grown in Modified Bold Basal (BBM) medium

Abstract: Nowadays, obtaining value-added compounds in a more sustainable way is of utmost importance. An alternative is the cultivation of
microalgae in organic waste-based culture media. These contain macro and micronutrients useful for microalgae, as well as phytohormones.
Phytohormones have a positive effect on plants and, in microalgae, having a similar metabolism, they can be beneficial. In this sense, knowing
which phytohormones impact the growth and production of compounds of interest is necessary. In this study, the effect of the exogenous addition
of 5 mg/L of 5 phytohormones was evaluated: indole acetic acid (IAA), gibberellic acid (GA), abscisic acid (ABA), Salicylic acid (AAS) and kinetin
(KN) in modified basal bold medium (BBM), comparing their individual effect with BBM medium without addition of phytohormones. The addition
of ABA and KN had a significant effect (Fisher LSD, p < 0.05) n=2. The production of biomass, chlorophyll a, b, total pigments, and proteins
increased, the production of total pigments by about 34% and the production of proteins by 16.22%.
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Introduccién

En la actualidad, un desafio importante es el desarrollo de procesos mas sustentables para la obtencion de productos
de valor agregado, como son los pigmentos y las proteinas. Donde se busca la disminucion de la dependencia de fuentes
convencionales que conlleven un alto impacto ambiental y costo en los ecosistemas. En este contexto, las microalgas
son una fuente alternativa y renovable de compuestos de alto valor aplicables en diversas industrias como la
alimentaria, cosmética o de biocombustibles (Balasubramaniam et al., 2021), ejemplo de estos compuestos son los
pigmentos y las proteinas.

Entre los pigmentos mas utilizados estad la clorofila, la cual tiene usos diversos, puede utilizarse como colorante natural
y en la produccion de cosméticos para el cuidado de la piel, ademas de que tiene beneficios a la salud como
antiinflamatorio y agente antitumoral (Subramoniam et al., 2012).

Las proteinas son un componente imprescindible en la dieta humana y animal. A pesar de los beneficios que las
microalgas pueden ofrecer, su aprovechamiento a escala industrial aun presenta varios desafios, como la optimizacion
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de las condiciones y medios de cultivo para maximizar su crecimiento y con ello la produccién de biomasa y compuestos
de valor agregado (Mohamadnia et al., 2021; Morowvat & Ghasemi, 2016; Verma et al., 2020).

Respecto a la optimizacion de medios de cultivo para microalgas, hay reportes indicando el uso de medios de cultivo
organicos no convencionales como el digestato o el té de vermicomposta, ya que estos contienen fitohormonas como
el acido indol acético (AIA), 4cido giberélico (AG) o kinetina (KN) (Castro-Sierra et al., 2024).

El uso de fitohormonas representa una valiosa herramienta, ya que su uso permite la induccién de respuestas
metabdlicas que permitan incrementar el contenido proteico y la biomasa, lo cual representa una alternativa para el
uso eficiente de recursos y la valorizacién de la biomasa microalgal (Romanenko et al., 2016).

El 1AA estimula la division celular en microalgas, lo cual podria incrementar la produccion de biomasa y clorofila cuando
es aplicado en concentraciones adecuadas (Dao et al., 2018). EI AG y KN son citoquininas que favorece la division celular
y el metabolismo fotosintético, lo cual se ha reportado que incrementa la produccién de biomasa y pigmentos en
microalgas como Chlorella vulgaris (Piotrowska & Czerpak, 2009) y Dunaliella salina (Mousavi et al., 2016). El ABA es
conocido por su rol en el estrés abidtico, porque induce la acumulacidn de lipidos en microalgas y el acido salicilico a
bajas concentraciones puede actuar como promotor de crecimiento, mientras que a concentraciones elevadas puede
inducir estrés oxidativo y limitar el rendimiento metabdlico (Wu et al., 2018).

En este estudio se evalud el efecto de cinco fitohormonas (acido indol acético, acido giberélico, acido abscisico, acido
salicilico y kinetina) sobre el crecimiento, la produccién de biomasa, pigmentos y proteinas de Scenedesmus obliquus
crecida en BBM, con el objetivo de una posible aplicacidn biotecnoldgica sostenible a mayor escala con el uso de medios
enriquecidos.

Materiales y Métodos
Materiales y reactivos

La microalga Scenedesmus obliquus fue donada del Laboratorio de Bioprocesos de la Unidad Profesional
Interdisciplinaria de Biotecnologia (UPIBI) del Instituto Politécnico Nacional.

Las fitohormononas utilizadas fueron acido indol acético (IAA) con 98% de pureza, marca Sigma-Aldrich, acido abscisico
(ABA), 98% de pureza, marca Sigma-Aldrich, 4cido giberélico (GA), 90% de pureza, marca Caisson, Kinetina (KN), 99%
de pureza, marca Caisson y acido salicilico (AAS), pureza 99%, marca Sigma-Aldrich. EI medio de cultivo bold basal
modificado fue preparado y ajustado al pH de acuerdo con metodologias caracteristicas (Bedane & Asfaw, 2023).

Cultivo

El cultivo de la microalga Scenedesmus obliquus se llevé a cabo con fotoperiodo luz: oscuridad (14:10), temperatura
(25°C), intensidad luminosa (3000 luxes) durante 12 dias. El preindculo fue del 10% del volumen total del medio de
cultivo ajustado a una densidad optica de 0.8. Las fitohormonas evaluadas se adicionaron a cada tratamiento a una
concentracion de 5 mg/L. A los 6 dias se analizé la biomasa en densidad dptica (600 nm), posteriormente a los 12 dias
de cultivo se analizdé la produccién de biomasa en peso seco y densidad dptica, el contenido de clorofila a, b,
carotenoides, pigmentos totales y proteinas.

Cuantificacion de pigmentos

Se centrifugd 1 mL de cultivo de microalgas a 13,000 rpm durante 5 minutos y se resuspende la pastilla celular con 1
mL de metanol, se coloca en bafio maria a 60°C durante 10 minutos y se almacena por 24 h a 4°C en oscuridad, se
centrifuga a 13,000 rpm durante 5 minutos y se lee la absorbancia del extracto en un espectrofotémetro uv-vis marca
Thermo scientific® modelo Multiskan GO del extracto a 3 longitudes de onda: 470, 653 y 666 nm utilizando metanol
como blanco (Wellburn, 1994).
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Determinacion de proteinas

Se centrifuga 1 mL de cultivo celular a 13,000 rpm por 5 minutos, se hidroliza la biomasa obtenida con 1 mL de NaOH
1 N o en bafio maria en ebullicion durante 2 horas, posteriormente se colocan 100 pL del hidrolizado en celdas de
plastico con 1 mL del reactivo de Bradford. Se mantiene la mezcla en reposo durante 10 minutos y se lee la absorbancia
a 595 nm. Se calcula la concentracién con una curva estandar de albimina (0 a 300 mg/L, r?0.99) (Bradford, 1976).

Andlisis estadistico

Se realizoé un disefio completamente al azar y los resultados fueron evaluados mediante una prueba de Fisher LSD (p <
0.05) en el programa OriginLab. Todas las muestras fueron evaluadas por duplicado.

Resultados y Discusion

La produccién de biomasa se vio influenciada por la adicidon de algunas fitohormonas. La cuantificacion por densidad
Optica refleja que a la mitad del cultivo (6 dias) solo la adicidon de IAA mostré diferencias estadisticamente significativas
respecto al cultivo en el control, medio bold basal modificado (BBM); sin embargo, posteriormente, al final del cultivo
(12 dias), la adicion de las fitohormonas AIA, ABA y KN mostraron diferencias estadisticas respecto al control (Figura 1
a). Por otro lado, la produccion de biomasa en peso seco no mostré diferencias estadisticamente significativas sino
numeéricas entre los tratamientos, siendo KN y ABA los tratamientos semejantes a BBM (Figura 1 b). En ambos casos, a
los 12 dias de cultivo, las fitohormonas ABA y KN tuvieron el mayor efecto en la produccion de biomasa.

Reportes indican que 2 um de ABA incrementan hasta 2.1 veces la produccién de biomasa por Scenedesmus
quadricauda posterior a 48 horas de cultivo (Hirose et al., 2008). Asi también se reporté un incremento en la densidad
celular de la microalga Tetraselmis suecica en medio de cultivo suplementado con 15 mg/L de kinetina (Asghari et al.,

2023).
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Figura 1. Produccion de biomasa de Scenedesmus obliquus crecida en medio bold basal modificado (BBM) adicionado
con diferentes fitohormonas acido indol acético (AlA), acido abscisico (ABA), kinetina (KN), acido giberélico (GA) y acido
acetil salicilico (AAS): (a) cuantificaciéon de biomasa al dia 6 y 12 de cultivo por densidad éptica (600 nm)y (b)
cuantificacion de biomasa en peso seco al dia 12 de cultivo. Las medias con literales iguales en las barras no presentan
diferencias estadisticamente significativas (Fisher LSD, p < 0.05) n=2, se muestran las barras de error (SE)

La produccion de pigmentos se vio influenciada por la adicién de fitohormonas en el medio de cultivo, siendo ABA, KN
y GA las fitohormonas que tuvieron mayor efecto en la produccidn de clorofila a, respecto a BBM, lo cual representé
aproximadamente un 44% mayor produccion de clorofila a en ABA, comparado con BBM. De forma similar, la
produccién de clorofila b fue favorecida por ABA, la cual tuvo valores estadisticamente significativos respecto a BBM,
mientras que los tratamientos KN y GA no mostraron diferencias estadisticas, pero si numéricas en la produccion de
este pigmento. La produccién de carotenoides no tuvo diferencias estadisticas en los tratamientos, siendo el pigmento
de menor produccién (Figura 2 a). La producciéon de pigmentos totales fue mas favorable para los tratamientos
adicionados con ABA y KN, siendo de alrededor de un 34% mayor respecto a BBM (Figura 2 b).
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Figura 2. Produccidn de pigmentos de Scenedesmus obliquus: (a) produccion de clorofila a, b y carotenoides y (b)
produccion de pigmentos totales. Las medias con literales iguales en las barras verticales no presentan diferencias
estadisticamente significativas (Fisher LSD, P < 0,05). Barras de error (SE)

Estos resultados concuerdan con lo encontrado en el trabajo de Asghari et al., (2023), donde el contenido de pigmentos
y la actividad de enzimas como catalasa y super d6xido dismutasa medidos después de 10 dias, incrementaron
significativamente en presencia de kinetina (p<0.05) para el crecimiento de la microalga Tetraselmis suecica. Asi
también, ABA exdgeno estimuld la divisidn celular en la produccion de biomasa, biosintesis de clorofila, carotenoides
y lipidos de la microalga C. zofingiensis en un experimento por lotes no aséptico (Kozlova et al., 2023).

La produccion de proteinas de igual forma se vio favorecida por las fitohormonas ABA y Kinetina, siendo su produccién
total de cerca de 100 mg/L, lo cual fue estadisticamente mayor (p<0.05) que solo el medio BBM vy la adicién de las
demas fitohormonas. Los tratamientos ABA y KN tuvieron una produccién de aproximadamente 16.22% mas de
proteinas que el medio sin fitohormonas BBM. Trabajos reportan el efecto de distintas fitohormonas, entre ellas ABA
a distintas concentraciones (0, 0.1, 0.5, 1, 10, 20 y 50 mg/L), en donde la concentracién mas alta de 50 mg/L de la
adicion de esta fitohormona tuvo un efecto estadisticamente significativo en la produccidn de proteinas, alcanzando
produccién de aproximadamente 25 mg/g de este compuesto (Du et al., 2020).

El mecanismo de sefalizacion de ABA esta bien documentado en plantas, comienza cuando ABA se une a los receptores
PYL, inhibe a PP2C y libera SnRK2, que forforila TFs tipo AREB/bZIP, que fosforila genes de estrés, ROS y transcripcién
(Umezawa et al., 2010). En microalgas se han reportado genes homdlogos en Chlamydomonas reinhardtii y la
produccién de proteinas de defensa (Colina et al., 2019). Por otro lado, KN es una citoquinina sintética. Las citoquininas
tienen efecto en el incremento del nimero de células y la acumulacion enddégena de proteinas, clorofilas y
monosacaridos en Chlorella vulgaris, ya que pueden estimular la transcripcion de ARNr/ARNt y maquinaria ribosomal
(Bajguz & Piotrowska-Niczyporuk, 2014).
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Figura 3. Efecto de la adicion de fitohormonas en la produccion de proteinas por Scenedesmus obliquus. Las medias con
literales iguales en las barras no presentan diferencias estadisticamente significativas (Fisher LSD, P < 0,05), se muestran
las barras de error (SE)
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Conclusiones

Los tratamientos adicionados con 5 mg/L de las fitohormonas ABA y KN presentaron la mayor produccion de biomasa
en peso seco, produccidn de clorofila a, b y pigmentos totales. Esta informacion es importante ya que en medios de
cultivo orgdnicos contienen fitohormonas que pueden ser utilizados para el crecimiento de microalgas y a su vez la
produccién de compuestos de valor agregado de una forma mas sustentable y con menor impacto ambiental. El estudio
realizado solo fue evaluado en una Unica concentracion de estas fitohormonas (5 mg/L). Como perspectiva se pretende
evaluar otras concentraciones, ya que los posibles efectos pueden ser dosis-respuesta. Otra perspectiva es la
evaluacidn en digestato y escalamiento en fotobiorreactor.
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